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Experimental a u t o w u n e  myasthenia gmvis @ W G )  is an anin?& mode] for the 
m ~ a k n i a  gmvis (MG). The antibody-mediated i m m e  attack in MG md E,A&fG results in loss 
of acetylcholine receptor ( A m )  with destruction of the postsynaptic membrane and diskhance 
of the nemmuscular transmission. The pathogenic mechanisms leading to AChR loss in MG md 
E M G  include cross-Gnking of ACRR by anti-AChR antibodies, complemenbmediated fmal lysjs 
of the postsynaptic membrane and direct interference of anti-AChR mtibodies with ligand 
binding. 
Susceptibility and course of MG and E M G  are determined by'both the immune attack 
and by the target organ. Clinical severity of lsease correlates well with hnctiond activities or 
anti-AChR antibodies, such as the capacity to reduce AChR function. In addition, a strong 
eorrelatiorv between severity of disease and AChR degradation rates was found, using 
immunoglobulins from MC patients on cultured myotubes. Furthermore, the blocking of 
acetylcholine binding by antibodies correlated with the severity of disease. However, total anri- 
AChR mtibody titers, the amount of AChR cornplexed with antnbody or AChR loss correlate 
por ly  with the severity of neuromusculla dysfunction. 
It has been shown that certain AChR haplotypes and a high frequency of microsalellire 
variants me associated with a higher susceptibility for MG. Furthermore, analysis of AChR a- 
subunit mR.NA concentrations in biopsles from MG pat~enb revealed increased levels of AChR 
a-subunit mKWA in severely affected patients, whereas na increase was found in moderately ill 
patients, independenfly of the anti-ACB antibody titers. 
Aged rats are resistant to induction of EPkgrlG. Izn this sbdy possible factors underlying 
this age-related resistance were analyzed. The results of this study may elucldaze factors 
determining susceptibility and severity of disease in MG patients. 
h CIzagrder 1 cu~nent f a t s  about h e  structure and function of the newomuscu~arjuactian 
(MMJ), MO sad EAMG are reviewed. The NMJ plays a central role Isl the transmnssion of 
electrical impulses from nerve to muscle. The presynaptic axonal terminal releases the 
neurokransmitkr acetylcholine which binds to AChR located at the tops of the postsynap~c 
juncsianal folds. The AChR is a transmembrane glycoproteh composed of 4 different subunits 
ihar f o m  a penrmeric structure around a central ionchannel. The a-subunit contains both 'the 
aceylchofinc binding site and the nuin immunogenic region (MJR) towards which the mjoriQ of 
the antibodies in MG and E M C  is directed. Dming development, the AChPZ acmunla~les at high 
density at the crests of the postsynaptic junctional folds. The specialized synaptic basal l m k a  and 
the postsynaptic membrane contain factors that are involved ~n clustering and anchoring of the 
AChR in the postsynaptic membrane. The expression of the AChR genes Is highly 
cornpartimentalized and restricted to the subsynaptic nuclei. The expression is under control of 
electrical activity and neural factors and is determined through DNA regulatory sequences in ds 
and by trans-acting nuclear factors (rnyogenic regulatory factors). Aging results in gradual 
changes in structure and function of the N W ,  skeletal muscle fibers and in levels of myogenic 
regulatory factors. 
MG is an autoimmune disease characterized by muscular weakness and excessrve fatigue 
as a sesdt of loss of hc t iena l  AChR. The loss of AUCM is e n t i ~ l y  antibody mediated. The anti- 
AChR antibody prodlactian by B cells is T cell dependenl, and involve Thl,  Th2 or Tho 
subpopwlatiarrs. Thymic abaamalities, including thymic hyperplasia and thyrnoma, we found in 
the ma~osity of Lhe MG patients. The thymas in bath normd individuals and MG patlents contain 
dl components necessary ta induce rn aautoiimmune response ~ncluding autoreactive T cells, 
anrigen presendng cells md the ACkR protein, suggesting a role for this organ in the pathogenesis 
of the disease. The antibody mediated immune attack in MG results rn loss of AChR, 
slmplificalion of the postsynaptic membrane and widening of the synaptjc space. The diagnosis 
MG is based on cllnical history, physical examinatmon. presence of anti-AChR antibodies, and 
disturbances in neuromuscular transm~ssion as measured by elec~omyogra~hy.  Treatanent 
consists of anlilcholinesterase drugs, imune~suuppression md thymectomy. 
EAMG is a vaLid. model for the disease MG. Chronic EAMG cm be induced by active 
immunization witkt purified native AChR or with indlvidud subrsmilts or peptides. Passive h a ~ s f w  
EhMG can be induced by passive hmsfer of poJyclonal or monoclonal anti-ACm antibodia. 
MAbs that ate directed against the MLR are very efficient in inducing E M G .  Seuerd species m 
susceptible to EAMG. Within one species susceptibility bas been shown to k determined by 
genetic factors, the available anti-AChR amtibody repertoire and sex hormones. SirPilm to MG, 
the anti-AChR antibody production in EAMlG is T helper cell dependent. The pathogenic 
mechanisms leading to AChR loss in MG and EAJvfG include crass-linking of AChR by anti- 
AChR antibodies, complement-mediated fwal lysis of the postsynaptic membrane, and direct 
intesference of anti-AChR antibodies with ligmd binding or ionchannel function. Desmcrion of 
the postsynaptic membrane in MG md E M G ,  and subsequent disturbed neufomuscralm signal 
transmission, results in increased expression of lthe AChR subunit genes and increased AChR 
pmtem synthesis. Experimental therapes in EAMG include co-immunization with competitor 
pptldes, inducfiola of mucosal tolerance by nasal or oral AChR administration, mmipulatiaa of 
h idiotype anti-idotype network and inten-f'erencc with binding of a n t i - A m  antibodies by high 
affinity Fab fragments. 
In Chapter 2 the influence of age and sex on inductian of chranrc E M G  was analyzed 
in BN wts. Aged male BN rats, immunized with tAChR, showed no clinical signs of disease or 
AChR loss. Immunization of young male BN rats resulted in both clinical signs of disease and 
AGhR loss. In contrast, both young and aged female BN rats showed comparable AGbn loss, 
dthoogh aged fernale rats did not develop cl~nicd signs of disease. TFJ search for m imunalogic 
cause, we analyzed possvble differences In anti-AChR antibody tlters, Isotypes, specificity and 
complement deposition between susceptible and resistant rats. 
Anti-rat AChR antibady tlters remained lower in aged than in young female rats. In aged 
male rats boosted with lAChR, anti-rat AChR antrbody titers were similar to young male 
myasthenic animals after a single injection, but they nevertheless failled to develop EAMG. The 
isotype distribution of the anti-tAFhR antibody response proved lo be similar in EAMG 
susceptible and reslstmt rats and was equally distributed m n g  the lyG1, IgG2a and IgG2b 
isotypes, whch me Elil capable of complement fix&on. h u n o k & e  staking revealed 
comparable depositions of mnrplemnt wompneadt C3 and membrane a W k  complex /UQ in 
muscle biopsies, that coincided with the kocsllaion af AChR in both E M G  resistant aad 
suscepliblle rat&. Differences in ant ikdy f i e  specificity between yomg and aged rats might result 
in the e ~ s k n c e  of a particular pathogenic anti-AChR mt&xiy subset in young animals inducing 
EPIMG. However, no differenms in the proportion of semm antibodies h a  were directed against 
the MIX or a-Bungarotaxin binding site were found between susceptible and resismr rats. Irz 
vitro aglGgenic modulation expekmeents with 'I33671 cells showed that sera from young susceptible 
md aged resishant rats were &le to induce similar AChR loss. 
Thefir: results show that resistance to EAMG is age and sex related. Furthermore, these 
results mllustnate that nesistmce to EAMG is not the result of a deficiency in the immunological 
effector mechsanistm m resistant aged rats. 
The contribution of macrophages to the age-related resistance to EAMG was studied in 
Chapter 3. Induction of passive transfer EPSUZG in young susceptible rats is characterized by 
infill&;ation of the NMJ with macrophages. These macrophages are ED- 1 posirive and represent 
tllewly recruited exudate macrophages. Aged rats, resistant to AChR loss in passive transfer 
EAMG, do not reveal infiltrating macrophages at the endplates. Aging is associated with a general 
decline in immune fanctjon, and macrophage function may be impaired in aged rats. Therefore, 
aged rats were reconstituted with bone mamow derived f ~ o m  young syngeneic donors prior to 
induction of passive transfer EAIUIG. However, this did not restore macrophage infiltration and 
did not abolish resistace to E M G  in aged rats. 
To investigate whether macrophwes are a primauy cause of antibody mediated ACm loss 
or attracted to the NMJ secondary to tissue damage, young Edllt/lG susceptible rats were lethally 
irradiated to deplete them from circuhting leukocytes md bone-marrow deriwed precursor cells. 
Inradiation of rats, prior to laduction of passive transfer EAMG, resulted in absence of ED-1 
positive macrophages at the NMJ. However, macrophage depletion did not protect rats from 
cEEnical sjgns of disease or ACihff loss. The predaminamt immune effector response in EAMG is 
antibody mediated and involves activation of the llytic phase of the complement cascade. Despite 
tbe absence of Mltraimng mcmphages, depositions of MAC were found at dl endplabs of a s d  
and irradiated young rats, indicating that the inmonopathological effector mmhmisrsas ware 
operational md c h e m o m ~ c  factors for the attraction of aacraphages wese present. 
The results of these experiments suggest that the absence of infilmring rnsrcrophages in 
aged rats in passive transfer E W G  is not due to decremed macrophage function in these rats. 
More likely, the absence of AChR loss and muscle fiber necrosis, prevents chernotaxis of 
macrophages towards the N M J .  F m e m o ~ ,  in susceprible rats macrophages do not contribute 
to AChR loss in the effector phase of EAMG, but ;are more likely a phenomenon secondary to 
AChR loss and tissue damage. 
In Chapter 4 differences in susceptibility to EAMG between young clnd aged Lewis md 
BN rats were used to analyze factors determining clinical severity of disease. Susceptibility to 
IXhfG was found to decrease with aging in both Lewis md BN rats. Resrsfmce to cfinical signs 
of disease and AChR loss, developed at an earlier age in S N  rats than in Lewis rats. Aged female 
rats showed no clinical signs of disease despite significant AChR loss. The incidence and severity 
of mmculix weakness were not pra~rcional to the amount of AChR loss. 
Aged rats showed significantly lower anti-rat AChR antibody titers compared to young 
rats and developed no, or only mild signs of muscular weakness. Sera from young and aged rats 
were tested In their ability to interfere with normal AAChR function. Although sera from young 
susceptible rats inhibited normal AChR function significantly more than those of aged resistant 
rats, this difference was shown its be due to higher serum anti-AChR antjbody titers. These 
results might suggest that resistance to EAMG in aged rats was related to lower ah-rat  A(ZJ11;), 
antibody titers. Thls dose dependent effect of an~ibodies was also supported by the fact that aged 
rats were more susceptzble to AChR loss in chronic E W G ,  a condition in which the endplates art? 
exposed to a higher ~ 0 n ~ e I l t d o n  f antibody for a longer period of time, as compared lo pzassive 
transfer EAMG. However, it has k e n  shown prevrously that aged rats with similar anti-AChR 
antibody titers as young rats nevertheless fail to develop clinical s i p s  of disease. Moreover, in 
individua3 young or aged eats no correlation was found between the cl~n~cal  sans af disease and 
anti-AChR antibody titers. 
Wemi~)~muacular trsansdssion ww found to change with aghg as measured by single fiber 
elmeromyography (SFEMG). In Lewis rats jlitters pqressively decreased with age, suggesting 
that ncuromusculas mmsarrissicm is facilitated! in aged Lewis rats. Aged f e d l c  BW rats, however, 
showed signs of disturbed neuromuscular transmission before immunization. Upon 
imnnization, jitter increased in young and aged Lewis rats and young EN rats, whereas the 
cliaicd redstmr aged EN ra& showed no sig116Eicmart hcrease isll jitter values. Aging may have 
resulted in a dysfunction of neurchmuscular msmission in aged BN rars, which in turn activated 
mechanisms at the level of the postsynaptic membrane, makhg the N N  less szesceptible to an 
mdhdy  mediated attack. 
These results indicate that the age-related susceptibility to EAMG is influenced by mti-rat 
AChR antibody titers. In addition, differences in pre-existing neuromuscu1a.r .~ransmission 
properties may Ibe involved in determining the clinical outcome in E M G .  
Chapter 5 describes the differential susceptibility of young and aged tat muscle to 
iwmtibodadly mediated AChR degradation in EPLMG. In the previous chapters ilo was shown that h e  
age-related resistance to E M G  could net be attributed to deficiencies in the immune attack 
towards the WMJ in aged rats. It is therefone most likely h a t  the resistance to EAMG in aged rats 
resides at the level of the target organ. Mechanisms that could account for this age-related 
resistance include a more efficient compensatory AChR neosynthesis in aged rats or resistance of 
the RChR protein to antibody media&d AChR degradation. 
In MO and E M G  the antibody-nnedlated AChR degradation results in neuromuscular 
trmsmission defects, leading to increased transcription of AChR a-, Pi-, E-, and &subunit genes. 
hduction of E M G  in resistant aged rats did not msuYt in an increase in the amount of AChR or- 
subunit mBNA, whereas the levels of AChR a-subunit mRNA increased 3-fold in EAMG 
susceptible yaung rats, as  nneasured by competitive RT-PCR. Denervation expnmen.ts indicated 
that aged rats retain the potentid to increase AChR neosynthesis to a level comparable to that in 
young rats. In situ hybridization experiments indicated that the expression of a- and &-subunit 
genes remained restricted to synarpdr areas in aged rars. Furthermore, no increase in synaptjc 
expression of a- and &-subunit gnes  was observed in EAMG resistant aged rats, excluding the 
possibility of local compensatory AChR neosynthesis by subsyntxpric nuclei. These results 
indicate Bat in EAMG resistant aged rats neuromuscullar transmission is hlmc~ond a d  eleclcticd 
xtivitydependent repression of exmynaptic ACbR gene expression is maintained. 
liz vivo AChR de,pdarion experiments showed no loss of in, vivo labelled AChR in 
EFddG resistant aged rats, whereas significant loss was measured in  E M G  susceptible young 
rats. These results indicate that in aged rats the AChR protein in the postsynaptic membrane is 
resistant against antibody-mediated AChR degradation. Several proteins of the basal h d n a  and 
cytoskeleton play an important role in clustering and anchoring of AChR in the postsynaptic 
membrane. The relative amounts d rapsyn, s-laminin and agrln were found to change with aging, 
Changes in h e  composition of the postsynaptic membrane may increase the rigidity of the 
postsynaptic membrane, which may result in resistance to antigenic modulation and subsequent: 
internalization. 
The results of our study indicate that resistance to induction of E M @  in aged rats is 
detemined by resistance of the AChR in the postsynaptic membrane to antibody-mediated 
degradation. Furthermore, indluction of E M G  in aged rats is influenced by anti-rat antibody 
titers. The neuromuscula dyshncltion in MG and EAEvlG is the resul~ of a combination of several 
factors, including bath the immtzlre attack and the target organ. 

M~athenia  gravis (MG) is een aniaoininruun ziehe waarbij autoanhlichmen gencht zun 
tegen acet~lchobne receptoren CAChR) die gelegen zijn op cìe overgang tussen zenuwdtejnde 
en spiercelmembraan Cnewomusculaise overgang). Verlies van functionele A C ~ R  leidt tot een 
verstoring van de signaaloverdracht kussen zenuwuiteinde en s p i e r ~ e l m e r n b ~ ~ ~ n  wasudoor 
spierzwakte en verlamming ontstaan. Antl-ACbR antilichamen veroorzaken dit verlies vim 
tenminste 3 mechanismen: I. koppeling van naburige AChR moleculen door ('krosslinkng") 
waardoor de internailisarie snelheid van de AChR sterk toeneemt; 2. acrivaiie van het 
complement systeem met als gevolg focale lysis van de postsynaptische membraan; 3. blokkade 
van de activatie van de AChR door anti-AChR antilichamen die de binding van de 
neurotransmitter acetylcholine verhinderen. Verstoring van de neuromusculaire 
signaaltransductie activeert ter hoogte van de neuromusculaire overgang een aantal 
mechanismen die het verlies van ACkR compenseren. In het zenuwuiteinde neemt o.a. de 
hoeveelheid acetylcholine, nodig voor de overdracht van het elektrische signaal van zenuw naair 
spier, sterk toe. Ter hoogte van de ACILR neemt de expressie van de genen die coderen voor de 
verschillende onderdelen ("subunits") van de AChR roe, om zo het verlies van AChi7 zo goed 
mogelijk te coinpenseien. 
Expenmentcle autoimuuni myasthenua gravis ( E M G )  is een proefdiemodel voor erai 
aantall aspcten v m  de ziekte MG. EAMF km in een poot aantal proefdiersoorben zods ratten, 
muizen, kondnen en apen worden opgewekt. Men onderscheidt Z proefdiemodellan: chonrische 
(actieve) EAMG en passieve EAMG. Het ~pliiiekk~n van chronische EPIMG gebeurt door 
jmunisaue met ~ C h a ,  die gezuiverd zijn uit de elektrische erganenr van de elektrische rog 
Totpedo Californica. Ongeveer 4-6 weken na immunisatie QnStaat door de gevormde 
anantiljchamen een chronische vorm van de ziekte met. spierzwakte en verlies AChR diie 
vergelijfirn is met de symptomen in MG pati8nten. Het upwekken de passieve vorm van 
EAMG gebeurt middels injectie van anti-Pa= asitjlichaaen in prmfdieren ("passive transfer 
EAMG'" een remlteert reeds binnen 24-43 uur tot krlljniglre verscgiinselen van niyw.thenrne era. 
AChtEZ. verlies. 
De gievaeligheid voor E M G  verschilt zowel tussen verschiUende species als ook 
blimen 1 species en wordt onderneer door genetische factoren bepaald. Damaast blijkt de 
leeftijd van het proefdier een grote rol te spelen in de gevoeligheid voor har opwekken van 
EAMG. Het i s  gebleken dat oude ratten resistent zijn tegen opwekken van EAMG, dit in 
tegenstelling tot jonge ratten. In dit proefschift worden de mogelijke mechanismen die aan deze 
resistentie ten grondslag liggen beschreven. Resultaten van dit proefschrift kunnen meer inzicht 
bieden in factoren die het verschil in gevoeligheid en ernst van de ziekte bij MG patiënten 
beXnwloeden. 
In Hoofdstuk 1 wordt een overnicht gegeven van de meest recente literatuur omtrent de 
structuur en functie van de neurornusculaiire overgang, de autoimmuun ziekte MG en het 
proefdiermodel EAMG. Voorts wordt de invloed van leeftijd op de ctIinctuur en functie van de 
neuromusculaire overgang en op gevoeligheid en ldinische ernst van de Wekte MG beschreven. 
Bij het ouder worden ontstaat een aantal morfologische veranderingen ter haogre van de 
neurornusculaise overgang. De lengte van de postsynaptische membraan neemt toe, temijl de 
postsynaptische plooiing In de membraan afneemt. Daarnaast bestaan er aanwijzingen dat de 
regulatie van de expressie van AChR genen verandert. 
De incidentie van de ziekte MC3 vertoont een himodde verdelrng met een le piek tussen 
26-29 jaar welke met name vrouwen betreft, en een Se piek russen 70-79 jaar waarbij mannen 
en vrouwen ongeveer gelijk zijn betroffen. Jonge vrouwen bllijken derhalve gevoeliger voor de 
ziekte MG te zijn Clan jonge mannen, wat een immuun-modulerende rol voor 
g e s l a c h t s h o ~ m  suggereert. In de literatuur zijn slechts weinig gegevens beschikbaar met 
betrekking tot de ernst en het verlaop van de ziekte bij oudere MG patignten. Uit analyse van 
een gering aantal studies blijkt dat ernst van de ziekte vergelijkbaar is tussen jonge en oude 
pntiiiinren. Oudere patignten vertonen echten een betere reactie op therapie dan jongere patiënten 
en vertonen een lagere mortaliteit. 
In Hoofdstuk 2: wordt de invloed van leeftijd en geslacht op dr. gevoeligheid voor 
chronische E N G  in B r ~ w n  N Q ~ V  (BW ratten nader geanalyseerd. Oude mmnelijkt: ratten 
vertonen geen tekenen wan sspierzwakie of AChR verlies na inim~~isi l t ie  met &Cm. Ionge 
mmnelukie ratten daarentegen ontwikkelen zowel spierzwakte als ook AChR verlies. Jonge en 
oude vrouwelijke ratten hebben een vergelijkbaar verlies van AChR in dit chonische; medal, 
echter alleen jonge vrouwelijke ratten vertonen Uinnsche verschijnselen vani spie~w&te.  Een 
aantal factoren die aan deze leeftijds-gebonden resistentie ten grondslag kunnen liggen, zijmi 
bestudeerd. 
Anti-AChR antilichaam titers gemeten bij oude vrouwelijke ratten z ï ~ n  lager dm bij 
Jonge vrouwelijke ratten. Oude mannelijke ratten echter ontwikkelen antilichaam titers die 
vergelijkbaar zdn met die van jlonge ratten, maar blijven desondanks ongevoelig voor de ziekte. 
Er bestaat geen verschil in de immunoglobuline isotype verdelmg of in de fijne specificite~t van 
d e  anti-ACbR antilichamen tussen gevoelige en resistente ratten. Bij histologisch onderzoek 
worden vergelijkbare afzettingen. van de complement componenten C3 en C5-9 gevonden der 
hoogte van de zenuwiteinden wan jonge en oude ratten. Antilichamen van jonge en oude ratten 
hebben vioosts een vergelijkbare capaciteit om AChR te crosslinken en te internahseren. 
De resultaten van deze experimenten tonen aan dat gavoeliigheid voor het opwekken van 
~hronische EAMG beïnvhoedt wordt door zowel leeftijd als ges lach^ van de i-aLten. De 
tegen bet opwekdcest van, EAMG is derhalve niet: het gevolg vain ontoerijkende in 
i m u n o p a t h ~ g e n e  mechanismen die tot verlies van AChR leiden. 
Hoofdstuk 3 omvat de nsigelQke rol van macrofagen iin de IeeftijdsafilaiankeIijke 
resistentie tegen EAMG. Opwekken van het passive transfer EAMG model bij jonge ratten gaat 
histoilogisch gepaard met ~nfiltratle van de nreuromusculaire overgangen door macrohgeni. In 
oude, resistente ratten worden deze macrofaag infiltraten niet aangetroffen. Om uit te sluiten dat 
macrofagen in oude ratten mrnderr functioneel zijn en zo resistentie tegen EAMG verklaren, zijn 
oude ratten bestraald met Röntgen straling om zo de circulerende witte bloedcellen (waaruit 
macrofagen afkomstig z@) te vernietigen. Deze witte bloedcellen van oude ralten zijn 
vesirolgens vemzrngen door witte bloedcellen vm generisch identieke jonge ratten. Hiertoe is 
aan oude ratten een benmgtranspJmtatie gegeven met beemerg afkomstig van jonge 
danomatten. Ondanks de mwezigheid van jonge macrofagen, blijven oude ratten resistemt 
tegen het opwreaen van passlve Wansfer E M G  en. worden en geen iimffiltxerende macrofagen 
gevon&n b r  hoogte wan de neurom%u1aire overgang in oude .mtWn. 
Om vast te tebllen of mrofagen een priamine rol spelen bij het verioo~akeat van AChR 
verlier, in E M G ,  zijn jonge EAMG gevoelige ratten bestradd met Röntgen straling om zo de 
circulerende witte blaedcellen te vernietigen. Besrrdlling van jonge ratten voo ra fgad  aan 
inductie van passive transfer EAMG resulteert in afw~eziglheid van macrofagen ter hoogte van de 
neurornuseulaire ove-iang. Echter deze bestraalde ratten vertonen evenveel AChR verlies als 
niet bestraalde ratten. 
Deze experimenten tonen aan dat afwezigheid van macrofatgen niet de oorzaak is van de 
resistentie tegen passive transfer EAMG in oude ratten. Verder spelen macrofagen geen 
primaire rol bij het antilichaam-gemedieerde AChR verlies3 maar zij worden waarschijnlijk 
secundair naar de neuramusculaire overgang aaingeitrokkeni om de ontstane weefsellschade ap te 
mimem. 
In W~a€&hk 4 worden bestaande verschillen in gevoeligheid voor E M G  tussen jonge 
en oude ratten van 2 verscl~illenide stammen gebruikt om factoren te andyseren die de ernst van 
de ziekte kunnen, beïnvloeden. Zowel b ~ j  Lewis dc bij EN ratten neemt de gevoeligheid voor 
EAMG af met de leeftijd. Resistentie tegen BikME onstaat in EN natten op jongere leefijdl dm 
in Lewis ratten, Br bestaat geen directe correlatie tussen ernst van de klinische verschijnselen en 
mate v m  AChR verlies. Oude ratten hebben significant Iagere anti-AChR mtilichaan Piters dan 
jonge ratten en ontwikkelen geen af slechts milde kiinlsche verschijn.seBen. De capaclreit wm 
$CG& antlichamen om rechtstreeks de AGhR functie te blokkeren i s  hoger in jonge dan in oude 
ratten, maai: dit verschil kan volledig worden toegeschreven a m  verschillen in antilichaam 
tirers. Deze resimltilren suggereren dat anti-AChR antilichaam titers aan het verschil in 
gevoeligheid tussen jonge en oude ratten ten grondslag kunnen liggen. Echter, ook bij 
vergelijkbase anti-AChR antilichaam titers tussen jonge en oude ratten blijven oude ratten 
resistent tegen inductie van E M G .  Bovendien bestaat er geen relaille tussen ernst van de 
spierzwakte en mü-AChR antilichaam titers. 
De kwaliteit wan de neuromusculiaire signaal overdracht kan met single-fiber 
electromyografisch onderzoek (SFEMG) worden gemeten; de z.g. jitter is een maat voor de 
variatie van deze signaal overdracht In Lewis ratten neemt de jitter progressief af met heb 
toenemen van de leeftijd, wat een verbeterde neuromusculaire overdracht suggereert. In oude 
BN ratten daarentegen worden hogere jitter waarden gevonden dan in jonge ratten. Na 
immunisatie met AChR neemt in oude h w i s  ratten de jitter toe, terwijl bij oude BN rarXrin geen 
verschil in neuromusculaire overdiacht wondt gemeten. Mogelijk is er bij het ouder worden In 
BN rarten een compensatie mechanism antstaan ter hoogte van de zenuw-spiw overgang dat 
beschermt tegen verder functieverlies. 
Deze resultaten tonen aan dat de leehijds-afiankelijke resistentie tegen EAMG wordt 
beïnvloedt door verschillen in anti-AChR antilichaam titers. Daarbij lijken verschillen in pre- 
existente neurornusculaire overdracht kwaliteiten de klinische ernst van de ziekte mede te 
biepalen. 
Hoofdstuk 5 omvat het verschil in gevoeligheid van het doelwitorgaan voor het 
opwekken van EAMG. Uit de voorgaande hoofdstukken is gebleken dat verschillen in het 
imuunsysteen de resistentie tegen het opwekken van EAMO in oude ratten niet geheel kunnen 
werklasen. Het is her meest waiarschijnlijk dat de resistentie door de AChR in de postsynapaische 
membraan wordt bepaald. Opwemten van E W G  in gevoelige ratten Icidt tot toename wan het 
AChR boodschapper RNA (rnRNA) welke een verhoogde synthese van AGhR reflecteert. 
Meting van de totale AChR mRNA concentraties in spieren van oude ratten laat daarentegen 
geen toenme zien. In spiercoupes van jonge en oude ratten is het mogelijk de AChR mRNA 
concentratie lokaal ter hoogte van de neutomuscwlaire overgang te meten. In oude ratten hl-jk 
de hoeveelheid mmA gelijk na induceren van EAMG, t ewi~1  in jonge ratten de heveelheid 
afneemt. Omdat er geen initieel verlies wan AChR aptreedt in oude ratten, betekent dit 
dat in oude ratten waarsc&ijnll4k geen AChR neo-synthese plaatsvindt om eventueel, verlies van 
AChR te compenseren. 
arn. te bestudereri of de AChR zelf resistenter is kgem afbraak in oude ratten dm iin 
jonge ratten, zijn beide groepen. gexnjecteerd met radioa.dief ar-Blzngmotoxhne. Dit simgegif 
bindt irreversibel aan de AChR om te worden gelabeld. Nadat het slangegif irreversibel 
gebonden heeft ;aan de AChR, wordt: bet pá~si'vie transfer E M G  model h jonge en oude ratten 
opgewekt, En jonge ratten is een varlies wm radioactief gelabelde AChR gemeten, temijl in 
orrde ratten geen verlies van gelabelde AChR plaatsvindt. Dit bewijst dat resisteatie tegen 
EAMG in oude ratten veroorzaakt wordt door resistentje van de AChR op zich, tegen 
antilichaam gemedieerde destractie. Met hi&tologisc3tr onderzoek zijn versckllcn aangetosrad in 
de eiwirsmenstelling van de poskynqtlsche membraan. Veranderingen in deze samenstelling 
kunnen mogelijk de verankering van de ACbR of de rigiditeit v a  de membraan veranderen 
waardoor deze resistent wordt tegen internadisaitie en degradatie. 
Samengevat tonen de resiuitsiten van. deze studie aan dat resisteatie tegen het opwekken 
van EAMC wordt bepaald door resistentie van de Ach13 in de postsynaptische membraan tegen 
antilichaam gemedieerde destructie. Daarnaast wordt het verschil in gevoeligheid voor het 
opwekken van EAMC tussen jange en oude ratten beïnvloedt door verschillen in anti-ACMt 
antilichaam tilars. Hieruit blijkt dat de newomusculaire dysfunctie in MG en EAMG een 
resultante is vain de combinatie van factoren die wordt bepaald door zowel het imuunsysteem 
a ls  ook door gevoeligheid van het doelwitorgaan. 
